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) Verfahren zur Gewinnung hochmolekularer blologlsch aktlver immunmodullerender Polysaccharide aus Hefe 

Saccharomyces Cerevisiae 
) Die Erflndung betrlfft ein Verfahren zur Gewinnung 

hochmolekularer blologlsch aktlver immunmodulieren 

der Polysaccharide aus Hefe Saccharomyces Cerevisiae. 

In einer ersten Verfahrensstufe werden die Hefezellen 

durch EInwirkung von Scherkraften mechanisch soweit 

zerrissen, da& die Zellwande vom Zellinneren getrennt 

sind, Die Zellwandbestandteile werden von den Bestand- 

teilen des Zellinneren getrennt. In einer zweiten Verfah- 
rensstufe wird dann das gewonnene Zellwand material 

gereinigt und gefriergetrocknet. Danach wird das Zell- 

wandmaterial in einer dritten Verfahrensstufe einem en- 

zymatischen AufsclilulS unterzogen und das hierbei ent- 

stehende wasserunlosliche Glucan durch Zentrlfugation 

als Feststoff und das wasserlosliche Mannan im Uber- 

stand gewonnen. Durch dieses Verfahren erfolgt eine 

hohe Ausbeute von Glucan und Mannan mit Intakter nati- 

ver Struktur. 
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Bcschrcibung 

Die Erfindung betrifft ein Verfahren zur (lewinnung 
hochmolekularer biologisch aktiver immunmodulierender 

Polysaccharide aus Hefe Saccharomyces Cerevisiae. 5 

Die Bedeutung des Immunsystems zur Abwehr von 
Kranktieiten in mensctilichen und tierischen Organismen ist 
bekannt. Es ist ferner allgemein bekannt, daB es in der Zell- 
wand von Ilefe Polysaccharide gibt, die in tierischen und 
menschlichen Organismen immunstimulierend wirken und lo 
zur Abwehr von Krankheiten eingesetzt werden konnen. 
Dicsc Polysaccharide sind Mannan und Glucan. Das Man- 
nan, bestehend aus 1,2-, 1,3- und 1,6-a-glykosidisch ver- 
kniipften Mannose-Einheiten, ist an eine Protein-Matrix ge- 
bunden und sitzt auf der auBeren Zellwand der Hefezelle, 15 
wahrend das Glucan 1,3-P-glykosidisch verkniipft ist mit 
wenigen 1,6-3-glykosidischen Seitenketten und sich in der 
inneren Zellwand befindet, Zur Isolierung dieser beiden Po- 
lysaccharide wurden zahb-eiche Verfahren entwickelt, bei 
denen durch Einwirkung von Sauren und Laugen die beiden 20 
Zellwandkomponenten getrennt werden. Bei diesen her- 
kommlichen Verfahren sind jedoch viele Verfahrensschritte 
erforderlich und dariiber hinaus wird die native Struktur der 
Zellwand- Polysaccharide beschadigt, so daB die immunab- 
wehrfordemden Effekte beeiniriichiigl werden. 25 

Die Aufgabe der Erfindung besteht darin, das Verfahren 
der eingangs genannten Art so zu gestalten, daB bei einer 
Verminderung der erforderlichen Verfahrensschritte ein op- 
timaler immunmodulierender Eftekt erzielt wird. 

ErfindungsgemaB erfolgt die Losung der Aufgabe durch 30 
die Merkmale des Anspruchs 1. Vorteilhafte Ausgestaltun- 
gcn der Erfindung werden in den abhangigen Anspriichen 
bcschricben. 

Nach der Erfindung wird gegentiber den herkonimlichen 
sauren und alkafischen Exuraklionen bei der Isolierung der 35 
Polysaccharide eine Degradalion verriiiedcn, da durch den 
Einsatz von Enzymcn extreme pH-Wcrtc vcrmicdcn wer- 
den. AuBerdem wird die Anzahl der erforderlichen Verfah- 
rensschritte deutlich reduziert. (jemaB der Erfindung wer- 
den zunachst iiber einen mechanischen ZellaufschluB die 40 
Zellwande vom Zellinneren abgetrennt und die erhaltenen 
Zellwandabschnitte gereinigt und gefriergetrocknet. Dann 
ertolgt eine Einwirkung von technischen Enzymen auf die 
isoUerten Zellwandabschnitte der Hefe Saccharomyces Ce- 
revisiae, wodurch die Substanzen rein isoliert werden kon- 45 
nen. Man erhalt sowohl Mannan als auch Glucan, welche di- 
rekt fur immunstimulierende Zwecke z. B. in Hautcremes 
eingesetzt werden konncn. Da das Glucan in Wasscr unlos- 
lich ist, kann es durch chemische Umsetzungen in wasser- 
losliche Derivate iiberfiihrt werden. Hierzu sind zahlreiche 50 
Derivatisierungsmethoden bekannt. Es konnen spezielle 
Mannan-Komponenten isoliert werden, die MoLmassen im 
Bereich von 20.000 bis 400.000 g/mol haben, eine spezifi- 
sche, immunmoduherende Reaktion zeigen und dabei aber 
nicht cytotoxisch wirken, Diese Mannan-Komponenten 55 
konnen auch zur Bekampfung von Asthma-Erkrankungen 
genutzt werden. Zur IsoUerung der Polysaccharide konnen 
vorteilhaft Enzyme eingesetzt werden, wie Protease 
(SIGMA-ALDRICH), Pronasc (MERCK), bcidc aus Strep- 
tomyces griseus, Lyticase, auch Zymolyase genannt 60 
(SKiMA-ALDRICH), wie auch Enzymcocktails aus HeHx 
pomatia und aus Cytophaga (MERCK). Es ist aber auch die 
Verwendung anderer geeigneter Enzyme oder Enzymcock- 
tails moglich. 

Im folgenden wird das erfindungsgemaBe Verfahren an- 65 
hand der in der Zeichnung schematisch dargesteUten Ver- 
fahrensablaufe naher erlautert. 

Die Hefezellen 1 werden in der ersten Verfahrensstufe A 
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durch Einwirkung von Schcrkraftcn mcchanisch zerrissen, 
so daB die ZeUwande vom ZeUinneren getrennt werden. 
Hierzu wird ein Mahlbehalter 2 mit einer Suspension aus 
Hefezellen und Glasperlen gefiillt und in z.B. einer 
Schwingmiihle 3 mit hoher Frequenz geschiittelt. Als Glas- 
perlen werden vorzugsweise solche mit einem Durchmesser 
von 0,75-1,5 mm verwendet. Die Frequenz der Schwing- 
miihle 3 betragt z. B. 1600 s"\ Das so gewonnene Zellwand- 
material 4 wird dann in einer weiteren Verfahrensstufe B 
durch Zentrifugation gereinigt oder aber an mikroporosen 
Membranen durch Waschen gereinigt. Das so aufbereitete 
ZcUwandmatcrial 4 wird dann gefriergetrocknet. In der dann 
folgenden Verfahrensstufe C wird das Zellwandmaterial 4 
einem enzymatischen AufschluB unterzogen. Spezifische 
Enzyme wie Pronase oder Glucanase oder spezifische En- 
zymcocktails wie Zymolyase, Cytophaga, Helicase oder 
Cellulase zerstoren in der auBeren Zellwand des Zellwand- 
materials 4 die Proteinmatrix und setzen losiiches Mannan 5 
frei. Das unlosliche Glucan 6 wird durch Zentrifugation ab- 
getrennt und gesondert aufbereitet. Das Mannan 5 kann 
durch Dialyse oder chromographisch gereinigt werden. 

Nachstehend werden zwei Ausfiihrungsbeispiele der Er- 
findung beschrieben: 

1 . Ausruhrungsbdspiel 

5,0 g Hefezellwande aus dem mechanischen AufschluB 
wurden in 115 ml Trispufler-Losung (Tri(hydroxyme- 
thyl)aminoethan, mit Salzsaure auf pH = 7,5 eingestellt) 
suspendiert und auf 37,0°C temperiert. 10,6 mg Pronase E 
(Streptomyces griseus. Fa. MERCK) wurden in 5 ml Pufifer- 
Losung gelost und zum Reaktionsgemisch hinzugegeben. 
Nach sechs Stunden wurde der Feststofif abzentrifugiert und 
dertiberstand dialysiert. Nach Gefriertrocknung erhielt man 
Mannan aus dem Uberstand, wahrend im Feststofif 2,9 g 
Glucan zu finden sind. 

2. Ausfilhrungsbeispiel 

1,55 g Hefezellwande aus dem mechanischen AufschluB 
wurden in 60 ml Trispuffer-Losung (Tri(hydroxyme- 
tliyl)aminoethan, mit Salzsaure auf pH = 7,5 eingestellt) 
suspendiert und auf 37,0°C temperiert. 462 mg Protease 
(Streptomyces griseus, Fa. SIGMA) wurden in 5 ml Puffer- 
Losung gelost und zum Reaktionsgemisch hinzugegeben. 
Nach 6,5 Stunden wurde der Feststofif abzentrifugiert und 
der Uberstand dialysiert. Nach Gefriertrocknung erhielt man 
352 mg Mannan aus dem Obcrstand, wahrend im Fcststoff 
522 mg Glucan zu finden smd. 

Patentanspriiche 

1. Verfahren zur Gewinnung hochmolekularer biolo- 
gisch aktiver immunmoduUerender Polysaccharide aus 
Hefe Saccharomyces Cerevisiae, dadurch gekenn- 
zeichnet, daB in einer ersten Verfahrensstufe A die He- 
fezellen durch Einwirkung von Scherkraften mccha- 
nisch soweit zerrissen werden, daB die Zellwande vom 
Zellinneren getrennt sind und daB dann die ZoUwand- 
bestandteile von den Bestandteilen des Zellinneren ge- 
trennt werden, daB dann in einer zweiten Verfahrens- 
stufe B das in der ersten Verfahrensstufe A gewonnene 
Zellwandmaterial gereinigt und gefriergetrocknet wird 
und daB dann das Zellwandmaterial in einer dritten 
Verfahrensstufe C einem enzymatischen AufschluB un- 
terzogen und das hierbei entstehende wasserunlosliche 
Glucan durch Zentrifugation als Feststofif und wasser- 
loshche Mannan im Uberstand gewonnen wird. 
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2. Vcrfahrcn nach Anspruch 1, dadurch gckcnnzcich- 
net, da6 die in der ersten Verfahrensstufe A gewonne- 
nen ZellwandbestandteUe durch Zentrifugation von 
den Bestandteilen des Zellinneren getrennt und vor der 

Gefriertrocknung gereinigt werden. 5 

3. Verfahren nach Anspruch 1, dadurch gekennzeich- 
net, daB die in der ersten Verfahrensstufe A gewonne- 
nen Zellwandbesmndteile an mikroporosen Membra- 
nen von den Bestandteilen des Zellinneren getrennt 
und durch Waschen vor der Gefriertrocknung gereinigt lo 
werden. 

4. Verfahren nach Anspruch 1, dadurch gckcnnzeich- 
net, daB die gefriergetrockneten Zellwandbestandteile 
in einem Puffersystems bei einem pH-Wert von 3,0 bis 

11 bei Temperaturen zwischen 20"C und iiber ei- 15 
nen Zeitraum von vier bis 30 Stunden mit enzymati- 
schen AufschluBmitteIn zur Reaktion gebracht werden. 

5. Verfahren nach Anspruch 1, dadurch gekennzeich- 
net, daB als enzymatisches AufschluBmittel Proteasen 
aus Streptomyces griseus und/oder Lyticase (Zymo- 20 
lyase) verwendet werden. 

6. Verfahren nach Anspruch 1, dadurch gekennzeich- 
net, daB als enzymatisches AufschluBmittel Enzym- 
cocktails aus HeUx pomatia und/oder aus Cytophaga 
verwendel werden. 25 

7. Verfahren nach Anspruch 1, 5 oder 6, dadurch ge- 
kennzeichnet, daB als enzymatisches AufschluBmittel 
ein Gemisch aus Enzymen und Enz3ancocktails ver- 
wendet wird. 
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Report: s dsts SifTor herss 

Abstract of DE1 9835767 

The invention relates to a method for obtaining high molecular biologically active immumodulating 
polysaccharide from Saccharomyces cerevisiae yeast. In a first step, the yeast cells are mechanically 
disintegrated under the effect of shear forces in such a way that the cell walls are separated from the 
inner part of the cell. In a second step, the cell wall material obtained is purified and dried. The cell wall 
material is then subjected to enzymatic digestion in a third step and the aqueous insoluble glucan thus 
formed is obtained as a solid by centrifugation and the aqueous soluble mannan is obtained in the 
supernatant. Said method makes it possible to obtain high yields of glucan and mannan with intact native 
structure. 
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